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Die Raman-Spektroskopie ist ein analytisches Verfahren,
das ausschliellich auf der Interaktion von Molekiilen
mit Licht beruht. Diese Interaktionen erzeugen einen
Fingerabdruck, dessen Spektrum fiir jeden Zelltyp
einzigartig ist. Der Einsatz von optischen Pinzetten
ermdglicht ein Halten und Manipulieren von kleinen
Partikeln und frei beweglichen Proben. Die Kombination
aus Raman-Spektralmikroskopie und optischer Pinzette
erlaubt damit eine effiziente Analyse von frei beweglichen
eukaryotischen Zellen und Mikroorganismen [1] —
markierungs- und zerstorungsfrei.

Es gibt zwei Moglichkeiten um
Partikel optisch einzufangen:

I. Partikel kGnnen in einem Stretcher gefangen werden, in
dem zwei divergente, sich in Gegenrichtung ausbreitende
Laserstrahlen optische Pinzetten bilden [2]. Diese Art von
Falle erfordert keine hochwertige Optik und tibertrdgt nur
wenig Energie auf den gefangenen Partikel [3].

I1. Eine optische Einzelstrahlfalle liefert eine ausreichend
grofSe Kraft, um kleine Partikel wie Viren, Bakterien und
Organellen zu halten und zu bewegen, ohne die gefange-
ne Probe zu zerstoren [4, 5].

Letztere Anordnung ist im BioRam®-System (CellTool,
Bernried, Deutschland) verwirklicht, bei dem der Raman-
Anregungslaser so konfiguriert ist, dass er gleichzeitig das
Fangen von Partikeln und das Erfassen von Raman-Spek-
tren ermdglicht. Da ein kombiniertes Raman-Trapping-
Mikroskop nicht invasiv und unter physiologischen
Bedingungen funktioniert, bleiben die Zellen vital und
konnen nach der Analyse weiter verwendet werden.

Herausforderung 1-
Identifizierung von
Bakterienstmmen

Das zunehmende Auftreten von gegen Antibiotika
resistenten Bakterien stellt in modernen Krankenh#usern
eine ernste Gefahr dar. Um die Sicherheit der Patienten zu
gewihrleisten, miissen eine regelmafige Priifung auf
verbleibende Mikroorganismen und deren Charakterisie-
rung erfolgen. Aktuelle Verfahren wie die Massenspektro-
metrie analysieren ganze Bakterienkolonien. Damit kann
allerdings nur ein Gesamtbild der Bakterienkultur gezeigt
werden, wihrend Teilpopulationen ggf. unterreprisentiert
sind oder sogar in den Ergebnissen verborgen bleiben.

Um das Potentials des BioRam®-Systems in diesem
Bereich zu demonstrieren, analysierten wir drei verschie-
dene Stamme von Pseudomonas aeruginosa und Staphy-
lococcus aureus, die zuvor mit Ethanol fixiert wurden.
Wihrend der Messung wurden die einzelnen Zellen durch
optisches Trapping auf ihrer Position gehalten, was die
Erfassung von aussagekriftigen Raman-Spektren
ermdglichte. Die anschlieRende Analyse der Raman-
Spektren mittels einer Hauptkomponentenanalyse (PCA)
(ein Standardverfahren zum Reduzieren der Dimensiona-
litdt in hochdimensionalen Datensitzen) ermdglichte
eine Unterscheidung der Bakterienarten und -stimme.
Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus
Proben unterschieden sich in ihren spezifischen Raman-
Spektren (siehe Abb. 1). Detailliertere Analysen in denen
jeweils nur die Daten der Pseudomonas aeruginosa bzw.
Staphylococcus aureus Proben beriicksichtigt wurden
ermoglichten dabei eine noch bessere Differenzierung
der einzelnen Stimme (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 1 Ergebnisse von Raman-Spekiroskopie und anschlieBender
Hauptkomponentenanalyse (PCA) von Pseudomonas- und
Staphylococcus-Proben. Der Score Plot (PC-1/PC-3) zeigt
Raman-Spekiren von verschiedenen Pseudomonas e e e

- und Staphylococcus -Stdmmen. Jeder Punkt in diesem
Score Plot stellf eine gemessene Zelle dar.

Abb. 2 Raman-Spekiren von Erythrozyten (blau) und Thrombozyten
(rot): Durchschnittsspekiren mit Standardabweichungen von
Erythrozyten @ und Thrombozyten e unterscheiden sich deutlich.
Die starksten Unterschiede sind vor allem mit der Hom-Gruppe
verknupft.
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Neben der Messung von mit Ethanol fixierten Bakterien
kann eine Raman-Spektroskopie auch an lebenden
Mikroorganismen durchgefiihrt werden. Beispielsweise
an Kolonien die direkt von einer Agarplatte entnommen
wurden, die der Raumluft ausgesetzt war [6].

Einer der grofen Vorteile der Raman-Spektroskopie
gegeniiber anderen Verfahren wie Plaque-Assays, PCR
oder Massenspektroskopie ist die Einzelzellauflosung.
Dadurch ist die Raman Spektroskopie in der Lage auch
einzelne, seltene Zellen innerhalb grofler Bakterien-
populationen zu detektieren.

Herausforderung 2 — Qualitdts-
kontrolle von Blutprodukten

Nach wie vor ist die Gewahrleistung der Qualitét von allen
Blutprodukten schwer zu bewerkstelligen. Nur etwa 1%
der Blutbeutel wird tatsdchlich auf Qualitit und Reinheit
getestet. Diese Tests werden dariiber hinaus wihrend der
Produktion der Blutprodukte durchgefiihrt und die
getesteten Beutel miissen anschliefend entsorgt werden.
Dies bedeutet, dass bisher keine Kontrolle von Blutpro-
dukten unmittelbar vor der Transfusion erfolgt. Die
Kombination von Raman-Spektroskopie und optischer
Pinzette liefert einen nicht invasiven, schnellen und
einfachen Ansatz zum Gewéhrleisten der Qualitit von
Blutprodukten direkt vor dem Gebrauch. Dies verbessert
zum einen die Patientensicherheit und spart andererseits
Geld, da Blutprodukte einzeln getestet werden konnen und
nicht aufgrund von empirisch festgelegten Daten entsorgt
werden miissen.

In einem ersten Versuch erhoben wir Raman-Spektren
von lebenden Erythrozyten und Thrombozyten mit dem
BioRam®-System. Genau wie Bakterien wurden die
Blutzellen aufgrund des Trapping-Effekts im Laserfokus
gehalten, was eine Erfassung aussagekriftiger Spektral-
daten ermdglichte. Die Spektren der verschiedenen
Zelltypen unterschieden sich erheblich, vor allem
aufgrund des Vorhandenseins der hochgradig Raman-
aktiven Him-Gruppe in Erythrozyten, was eine sehr gute
Unterscheidung der Zellen ermdglichte (siehe Abb. 2).

In einer weiteren Versuchsreihe verwendeten wir die
Raman-Spektroskopie zur Untersuchung des Alterungs-
prozesses in Thrombozyten-und Erythrozyten-Konzentra-
ten (Abb. 3). Die Analyse von Thrombozyten-Konzentraten
von drei verschiedenen Spendern bis 21 Tage nach der
Zubereitung zeigte, dass sich die Pldttchen am Tag 8 in
ihren Raman-Spektren zu unterscheiden begannen, wobei
die stirksten Anderungen in einem Wellenzahlbereich
von 1.296cm™ — 1.333 cm™! zu beobachten waren (siehe
Abb. 3a). Unterschiede in diesem Bereich sind nach
heutigem Erkenntnisstand mit apoptotischem Zelltod
verkniipft [7, 8]. Die Analyse von Konzentraten roter
Blutzellen {iber einen Zeitraum von 36 Tagen nach der
Spende ergab vergleichbare Ergebnisse. Hier war der
Beginn des Zellsterbens jedoch spenderabhingig und
setzte zu verschiedenen Zeitpunkten ein (siehe Abb. 3b
Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Raman-Spektro-
skopie in Kombination mit einer optischen Pinzette ein
wertvolles Werkzeug darstellt mit dem die Qualitdt von
Blutprodukten schnell, einfach und zerstorungsfrei direkt
vor dem Gebrauch sichergestellt werden kann. Damit
kann diese Technologie zu einer erhohten Sicherheit in
der Transfusionsmedizin beitragen.
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Abb. 3a Score Plof von Thrombozyfen-Messungen: Spekiren von
Zellen, die zwischen Tag 1 und 8 erhoben wurden, unterscheiden
sich von Spekiren, die zwischen Tag 10 und 21 erhoben wurden,
was auf Anderungen in den Thrombozyten nach Tag 8 hinweist.
Oben rechts: reprdsentative lichtmikroskopische Aufnahme. Der
Kreis zeigt die Position des analysierfen Bereiches an.
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Abb. 3b Score Plot von Erythrozyten-Messungen: Die PC-1-Scores
korrelieren mit Zellzustdnden von Erythrozyten. Bis zum Tag 21
sind alle Spender identisch. Danach zeigen sich spenderabhdngige
Anderungen in den Spekiren. Die Verdnderung der Spekiren fritt zu
verschiedenen Zeitpunkfen ein: jeweils an Tag 28, Tag 30 und Tag
36. Oben rechts: représentative lichtmikroskopische Aufnahme.
Der Kreis zeigtdie Position des analysierten Bereiches an.
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Herausforderung 3 —
Erkennen von Infektionen

Die Kombination von Raman-Spektroskopie und Laser
Trapping kann auch als schnelles Diagnosewerkzeug zum
Erkennen von infizierten Zellen verwendet werden. Der
obligate intrazelluldre Krankheitserreger Chlamydia
pneumoniae, der fiir Atemwegserkrankungen und eine
ganze Reihe von chronischen Krankheiten verantwortlich
ist, nutzt zirkulierende Monozyten als Wirtszellen um
seine eigene Vermehrung und Verbreitung zu fordern [9].

Um zu zeigen, dass die BioRam® Technologie auch zur
Detektion von Infektionen geeignet ist, fiihrten wir einen
Versuch durch, bei dem Monozyten mit C. pneumoniae
infiziert und Raman-Spektren 6 h und 48 h nach der
Infektion aufgezeichnet wurden. Der in Abbildung 4
dargestellte PCA Score-Plot zeigt eine klare Unterschei-
dung zwischen gesunden und infizierten Monozyten nach
48 h. Infizierte Monozyten unterschieden sich nach 6 h
nicht von gesunden Monozyten, wihrend 48 h nach der
Infektion etwa 50 % der infizierten Zellen Unterschiede in
ihren Raman-Spektren aufwiesen, (siehe Abb. 4). Die
groften Unterschiede zwischen gesunden und infizierten
Monozyten konnten in den Bereichen 1.645—1.660 cm™,
1.430—1.451 cm ™, 1.327-1.356 cm™, 1.290—1.306 cm!
und 888 —934 cm! des Raman-Spektrums nachgewiesen
werden, welche auf Anderungen im Bereich der Lipide,
Fettsduren und Nukleinsduren hinweisen [7]. Die
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Abb. 4 PCA-Score-Plot von mit C. pneumoniae infizierten Mono-
zyten. Gezeigt sind Monozyten 6 h A und 48 h e sowie Kontroll-
Monozyten m. Etwa die Hdlfte der infizierfen Monozyten zeigen eine
Ver@nderung im Raman Spekirum (rechte Population).
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Ergebnisse der Raman-Spektroskopie konnten mit
Oligonucleotid-DNA-Mikroarray [10], quantitativer
Echtzeit-PCR und Immunfluoreszenz verifiziert werden.
Eine Raman-Analyse kombiniert mit einer optischen
Pinzette konnte daher den momentan verwendeten
Blutkulturen fiir die Erkennung und Charakterisierung
von Zellinfektionen tiberlegen sein, da sie Krankheitserre-
ger sehr schnell und hochsensitiv detektieren kann.

Schlussfolgerung

Die konfokale Raman-Trapping-Mikroskopie, eine
Kombination aus Raman-Spektroskopie und optischer
Pinzette, ist ein hochempfindliches Verfahren zur
Detektion kleiner Unterschiede zwischen Zellpopulationen
mit einer grofen Bandbreite von Anwendungen. In den
hier beschriebenen Experimenten konnten wir nachwei-
sen, dass die Raman-Spektroskopie als universaler
,»photonischer Marker* fiir die schnelle und effiziente
Identifizierung von Krankheitserregern, die Messung der
,Zellfitness (das heiflt Funktionalitit) und die frithzei-
tige Erkennung von Infektionen einsetzbar ist. Daneben
konnten wir zeigen, dass die zerstorungsfreie Datenerfas-
sung mittels der BioRam® Technologie auch dazu
beitragen kann die Identifizierung von Stammzellen zu
erleichtern, die Qualitit von zellbasierten Therapien zu
gewihrleisten oder die Krebsdiagnose zu unterstiitzen [6].
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